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Verwendung eines VEGF-Rezeptorgens oder -genprodukts 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue Verwendung des VEGF- 
Rezeptorgens bzw. -genprodukts in der Prevention oder Behandlung von 
Restenose, Ischamie, Arteriosklerose und allgemein bei Zustanden, die mit 
uberschieBender Proliferation der GefaSwandzellen verbunden sind. 

Weiterhin richtet sich die Erfindung auf Vorrichtungen zur lokalen Applikation 
von VEGF-Rezeptorgen bzw. -genprodukt, insbesondere auf Stents enthaltend 
das VEGF-Rezeptorgen bzw. -den Rezeptor. 

Hintergrund der Erfindung 

Jahrlich werden in Deutschland ca. 150 000 Ballonkatheter-gestutzte 
Erweiterungen verengter Herzkranzgefasse durchgefiihrt. Nach vorliegenden 
kontrollierten Studien muss bei etwa 20 % von ihnen mit einer so hochgradigen 
Wiederverengung (der sogenannten Restenose) gerechnet werden, so dass 
erneut Beschwerden auftreten und eine erneute Behandlung erforderlich wird 
(Fishman DL, Leon MB, Bairn DS, et al.; A randomized comparison of coronary 
stent placement and balloon angioplasty in the treatment of coronary artery 
disease; New Engl J Med 1994,331:496-501; Serruys PW, De Jaegere P, 
Kiemeneji F, et al.; A comparison of balloon expandable-stent implantation with 
balloon angioplasty in patients with coronary artery disease; New Engl J Med 
1994,331:489-495). Dieser Restenose liegt ursachlich eine uberschieBende 
Proliferation (Gewebsneubildung) der Gefafcinnenschicht (Intima) zugrunde, die 
zu einer Einengung des Innenraums (Lumen) fuhrt (Karas SP, Gravanis MB, 
Santoian EC, Robinson KA, Anderberg KA, King SB; 3d. Coronary intimal 
proliferation after balloon injury and stenting in swine: An animal model of 
restenosis; J Am Coll Cardiol 1992, 20: 467-474; Hoffmann R, Mintz GS, 
Dussaillant GR, et al. Patterns and mechanisms of in-stents restenosis: A serial 
ultrasound study; Circulation 1996, 94: 1 247-1254). Dieser Prozess tritt 
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grundsatzlich bei alien Patienten nach einer solchen Behandlung auf, erreicht 
jedoch bei ca. 20% der Patienten ein kritisches Ausmafc. Grunde dafiir, warum 
nur ein Teil der Patienten betroffen ist, sind nicht vollstandig geklart, ebenso 
wenig sind die Signalwege, die diese proliferative Heilungsreaktion steuern, 
bekannt. Dieser Prozess ist regelhaft nach einigen Monaten (i.d.R. nach 6 
Monaten, nach einigen wenigen Studien nach 9 Monaten) abgeschlossen, d.h. 
wenn es bis dahin nicht zu einer Wiederverengung gekommen ist, tritt danach 
auch keine mehr auf. Es ist weiterhin beobachtet worden, dass die Proliferation 
dann endet, wenn der Gefafcabschnitt wieder eine vollstandige 
Innenauskleidung (Endothel) hat (Terman Bl, Dougher-Vermozen M, Carrion ME, 
Dimitrow D, Armellino DC, Gospodarowicz D, Bohlen P.; Identification of the 
KDR tyrosine kinase as a receptor for vascular endothelial growth factor; 
Biochem Biophys Res Commun 1992,187:1579-1586; Clowes AW, Collazzo 
RE, Kamovsky MJ; A morphologic and permeability study of luminal smooth 
muscle cells after arterial injury in the rat; Lab Invest 1978,39:141-150). Diese 
normalerweise vorhandene Zellschicht wird durch die Krankheit Arteriosklerose 
selbst bzw. durch eine Ballondehnung praktisch vollstandig zerstort und muss 
neu gebildet werden. Nach den wenigen vorhandenen Daten von Patienten, die 
kurz nach einer Ballondehnung verstarben und im Rahmen einer Sektion 
untersucht wurden, vor allem aber nach tierexperimentellen Untersuchungen, 
nimmt diese Regeneration des Endothels mehrere Wochen in Anspruch. Solange 
lauft aber die Proliferation der GefaSwand in diesem Bereich weiter und fuhrt 
u.U. zu einer kritischen Wiederverengung des GefaRlumens. 

Mitte der neunziger Jahre konnte gezeigt werden, dass diese 
Endothelregeneration beschleunigt werden kann and dann auch weniger 
GefalSwandproliferation in einem tierexperimentellen Modell eintritt (Asahara T, 
Bauters C, Pastore C, Kearney M, Rossow S, Bunting S, Ferrara N, Symes JF, 
Isner JM; Local delivery of vascular endothelial growth factor accelerates 
reendothelialization and attenuates intimal hyperplasia in balloon-injured rat 
carotid artery; Circulation 1995,91:2793- 2801; Asahara T, Chen D, Tsunumi 
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Y, Kearey M, Rossow S, Passeri J, Symes JF, Isner J M; Accelerated 
restitution of endothelial integrity and endotelium-dependent function after 
phVEGF165 gene transfer; Circulation 1996,94:3291-3302). Die Autoren 
verwendeten dazu den Endothelzell-spezifischen Wachstumsfaktor VEGF 
5 (Vascular Endothelial Growth Factor), den sie entweder als Protein einsetzten 
oder aber die dafur kodierende DNA lokal im GefaS uberexprimierten. VEGF 
wird (patho-) physiologischerweise nach einer GefaBwandverletzung lokal 
gebildet (Chen YX, Nakashima Y, Tanaka K, Shiraishi S, Nakagawa K, Sueishi 
K; Immunohistochemical expression of vascular endothelial growth 
10 factor/vascular permeability factor in atherosclerotic intimas of human coronary 
arteries. Arterioscler Thromb Vase Biol 1999,19:131-139). 

Beide Ansatze zur Vermehrung dieses Wachstumsfaktors waren im Hinblick auf 
die GefaSwandproliferation wirksam. 

15 

Die endotheliale Aktivitat des VEGF's wird durch zwei hoch affine 
Tyrosinkinase Rezeptoren, fit- 1 und KDR vermittelt. Das murine Homolog zum 
KDR Rezeptor ist flk-1. Beide Rezeptoren haben sieben immunglobulinartige 
Domanen, eine Transmembran Domane und eine intrazellulare Tyrosinkinase 
20 Domane. Wahrend KDR/flk-1 hoch affin nur mit VEGF bindet, findet beim flt-1 
Rezeptor eine hoch affine Bindung neben VEGF auch mit PLGF (placenta 
growth factor) statt. 

Die oben beschriebene Aktivitat des VEGF kann allerdings in beiden oben 
25 aufgezeigten Fallen, lokaler Einsatz des Proteins oder lokale Uberexpression der 
DNA kodierend fur VEGF, auch zu einer Erhohung der im Blut zirkulierenden 
Konzentration von VEGF fuhren, dass physiologischerweise nicht bzw. in nicht 
nachweisbaren Konzentrationen vorkommt. 

30 Dieser Befund ist insofern von wesentlicher Bedeutung als VEGF mit seiner 
Endothelzellwachstums-fordernden Wirkung eine essentielle , Rolle in der 
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GefaSneubildung in bosartigen Tumoren spielt. Damit hatte eine solche 
Behandlung mit VEGF oder dessen DNA zur Vermeidung der Restenose 
potentiell eine zu vermeidende unerwunschte Wirkung, namlich die Forderung 
des Wachstums eines bis dahin unerkannten Tumors. 

5 

Daher liegt der Erfindung insbesondere die Aufgabe zugrunde die Entwicklung 
der Restenose bei einer experimentellen Ballonkatheterbehandlung zu 
verhindem, hervorgerufen durch eine ubermaKige Entstehung von 
Neointimazellen im behandelten Bereich unter Vermeidung der oben 
10 dargestellten Probleme. Weiterhin bestand die Aufgabe die Entstehung von 
Ischamie, Arteriosklerose und Tumoren zu beschranken sowie eine Behandlung 
zu ermoglichen. 

Zusammenfassung der Erfindung 

15 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem Aspekt die Verwendung von VEGF- 
Rezeptorgen oder -genprodukt (Rezeptor) zur Vorbeugung oder Behandlung von 
Restenose, insbesondere hervorgerufen durch eine Ballonkatheterbehandlung 
der KoronargefalSe, Ischamie oder Arteriosklerose 

20 

Speziell betrifft die Erfindung auch die Verwendung eines VEGF-Rezeptorgens 
oder -genprodukts zur Herstellung einer Zubereitung, die insbesondere zur 
lokalen Applikation geeignet ist und verwendbar zur Vorbeugung und 
Behandlung von mit Oberschiefcender Neointimaproliferation einhergehenden 
25 Zustanden und Krankheiten, insbesondere von Arteriosklerose und Ischamie, zur 
Forderung von Neovaskularisationen und zur unterstutzenden Therapie bei 
Shunts, zur lokalen Behandlung von Schadigungsgebieten des GefaGendothels, 
insbesondere vor, wahrend oder nach Angioplastie, sowie zur Restenose- 
Prophylaxe. 

30 
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Das VEGF-Rezeptorgen ist insbesondere eine fur humanes KDR/flk-1 kodierende 
Sequenz, das Genprodukt ist vorzugsweise KDR (Kinase insert domain- 
containing receptor) flk-1 . 

5 Die Zubereitung kann weitere pharmazeutisch vertragliche Zusatz- und 
Hilfsstoffe und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 

Sie kann zur Unterstutzung des gewunschten erfindungsgemaSen Effekts auch 
Mittel enthalten, die die Synthese, Expression und/oder Stabilitat des Rezeptors 
10 am Wirkort modulieren, beispielsweise durch Modulation der Synthese, 
Expression, Stabilitat einer fur einen VEGF-Rezeptor kodierenden mRNA. 
Hierdurch kann die gewunschte vermehrte Anwesenheit des Rezeptors am 
Wirkort zusatzlich beeinflusst werden. 

15 Die Zubereitung kann innerhalb einer Vorrichtung zu ihrer Zufiihrung oder auf, 
an oder in einem Implantat, insbesondere einem Stent, fur die Applikation 
vorgehalten werden. 

Verfahren zur Behandlung von Patienten, die einer Ballonkatheterbehandlung 
20 unterworfen wurden oder vorbeugend bei Patienten, bei denen ein Risiko fur 
Restenose, Ischamie oder Arteriosklerose besteht, mit einem VEGF-Rezeptorgen 
oder Genprodukt fallen ebenfalls in den Umfang des Patents. 

Insbesondere erfolgt die Verwendung und die Behandlung durch lokale 
25 Applikation des VEGF-Rezeptorgens oder Genprodukts. 

Ein zugehoriges Verfahren umfasst die lokale Applikation einer wirksamen 
Menge an VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt in die betroffenen Bereiche, 
wobei die Applikation mit Hilfe eines Stents oder Ballonkatheters erfolgen kann. 

30 
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Besonders vorteilhaft handelt es sich dabei urn eine transiente Expression des 
VEGF-Rezeptors in den betroffenen Bereichen, z.B. durch transiente 
Transfektion von Zellen mit einem Expressionsvektor der das Gen kodierend fur 
den VEGF-Rezeptor enthalt. Insbesondere wird erfindungsgemalS eine transiente 
Transfektion des durch eine Stent- oder Ballonkatheter- Behandlung 
geschadigten Gewebes mit dem VEGF Rezeptorgen erzielt. Diese tragt zur 
Regeneration dieser Gewebe bei und reguliert die Neuentstehung von 
Endothelzellen. Haufig wird eine einmalige Applikation genugen. 

Die Applikation kann zum Zeitpunkt der Ballonkatheter-gestutzten Erweiterung 
verengter HerzgefaSe erfolgen. 

In einem weiteren Aspekt richtet sich die Erfindung auf Vorrichtungen, wie 
einen Stent, oder einen Ballonkatheter, die das VEGF-Rezeptorgen oder 
Genprodukt enthalten. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abb. 1 zeigt den Nachweis des CMV-Promotors in verschiedenen Geweben 
behandelter Tiere als Nachweis der lokalen Transfektion von Zellen durch den 
eingefuhrten Expressionsvektor. 

Abb. 2 zeigt den zeitlichen Verlauf der Expression der VEGF-Rezeptor KDR/flk-1 
mRNA in transfizierten Tieren. 

Abb. 3 stellt die Flache des Lumens und der Neointima bei mit KDR/flk-1 
Transfektionsvektor behandelten Tieren und bei mit der Kontrolle behandelten 
Tieren dar. 

Abb.4 stellt die Dicke der Neointima bei mit KDR/flk-1 Transfektionsvektor 
behandelten Tieren und bei mit der Kontrolle behandelten Tieren dar. 
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Ausfuhrliche Beschreibung der Erfindung 

Mit dem Ausdruck VEGF-Rezeptorgen Oder -genprodukt, wie er hier verwendet 
wird, sind alle DNA-Sequenzen und Polypeptide gemeint, die auf Proteinebene 
5 in der Lage sind VEGF mit hoher Affinitat zu binden und intrazellular die 
zugehorige Signalkaskade auszulosen, insbesondere der KDR/flk-1 Rezeptor 
(KDR steht fur kinase insert domain-containing receptor), das murine Homolog 
davon, flk-1 (flk-1 steht fur fetal-liver-kinase-1), sowie die DNA Sequenzen und 
die entsprechenden degenerierten Sequenzen kodierend diese Proteine. Zu den 

10 fur die Erfindung geeigneten Rezeptoren gehort auch der Tyrosinkinase- 
Rezeptor flt-1. Dabei konnen sowohl die DNA auch als das Polypeptid 
Veranderungen in ihren Sequenzen aufweisen, wie eine Mutation, z.B. Deletion, 
Austausch und/oder zusatzliche Nukleotid- oder Aminosauremolekule. Diese 
Mutationen konnen z.B. 1 bis 20, bevorzugt 1 bis 10 Mutationen auf 

15 Proteinebene umfassen. Wichtig ist dabei, dass die Aktivitat des VEGF- 
Rezeptors erhalten bleibt, d.h. das VEGF zu binden. Unter diesen Ausdruck 
fallen auch Fragmente oder Teile des VEGF-Rezeptors solange diese den VEGF 
bindenden Bereich umfassen und somit in der Lage sind VEGF zu binden. 

20 Die vorliegende Erfindung betrifft in einem Aspekt die Verwendung von VEGF- 
Rezeptorgen oder -genprodukt in der Vorbeugung oder Behandlung von 
Restenose, insbesondere hervorgerufen durch eine Ballonkatheterbehandlung 
der Koronargefafce. 

25 Weiterhin betrifft die Erfindung in einem zweiten Aspekt die Verwendung von 
VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt in der Vorbeugung und Behandlung der 
Ischamie und der Arteriosklerose. Diese Erkrankungen konnen ebenfalls 
gekennzeichnet sein durch eine ubermaSige Proliferation von Neointimazellen 
(GefaBwandzellen). 

I0 
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Die Verwendung des VEGF-Rezeptorgens oder des Rezeptors ist weiterhin 
moglich zur Beschleunigung der Endothelauskleidung von sog. Transjugularen 
Intrahepatischen Porto-Systemischen (TIPS) Shunts. Hierbei wird Patienten mit 
Lebercirrhose und Pfortaderhochdruck von einem Halsvenenzugang aus 

5 innerhalb der Leber ein Kanal zwischen Pfortader und Hohlvene geschaffen, urn 
den erhdhten Pfortaderdruck zu senken. Dieser Kanal wird mit Stents 
stabiiisiert. Allerdings kommt es bei einem erheblichen Teil der Patienten uber 
eine starke Proliferation in den Stents zu einer hochgradigen Einengung, so dass 
Folgebehandlungen notwendig werden. Auch diese proliferative Reaktion kann 

10 durch Beschleunigung der Endothelbildung mittels der Behandlung mit dem 
VEGF-Rezeptor oder dessen DNA gebremst werden uncj so eine kritische 
Einengung verhindert werden. 

Eine weitere erfindungsgemafce Verwendung besteht darin durch (insbesondere 
15 lokale) Gabe von VEGF-Rezeptor oder zugehoriger DNA Neovaskularisationen zu 
unterstiitzen, indem ein Verstopfen der neuen GefaBe durch QberschieBende 
Neointimaproliferation verhindert wird. Unter anderem ist die erfindungsgema&e 
Verwendung geeignet bei der direkten Myokardneovaskularisation. Hierbei 
werden mittels kleiner Bohrungen oder mittels Laserbehandlung 1 - 2 mm 
20 durchmessende Kanale in Abschnitte des Herzmuskels geschaffen, in der 
Hoffnung, dass sich daraus neue Blutgefasse bilden. Dieses Verfahren wird 
angewandt, wenn konventionelle Verfahren wie Bypasschirurgie oder 
Ballondilatation aufgrund ganzlich obliterierter eigener Gefafce nicht mehr 
angewendet werden konnen. Leider kommt es meist nicht zu der gewunschten 
25 Bildung neuer Gefa&e, sondern die geschaffenen Kanale verschlieBen sich 
wieder. Daher kann hierbei durch die Behandlung mit dem Rezeptor von VEGF 
oder dessen DNA eine Gefafcneubildung gefordert werden. 

Verfahren zur Behandlung von Patienten, die einer Ballonkatheterbehandlung 
30 unterworfen wurden oder vorbeugend bei Patienten, bei denen ein Risiko fur 
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Restenose, Ischamie oder Arteriosklerose besteht, mit einem VEGF-Rezeptorgen 
oder -genprodukt fallen ebenfalls in den Umfang des Patents. 

Insbesondere erfolgt die Verwendung und die Behandlung durch lokale 
5 Application des VEGF-Rezeptorgens oder -genprodukts. 

Besonders vorteilhaft handelt es sich dabei um eine transiente Expression des 
VEGF-Rezeptors in den betroffenen Bereichen, z.B. durch transiente 
Transfektion von Zellen mit einem Expressionsvektor der eine DIMA Sequenz 
10 kodierend fur den VEGF-Rezeptor oder Teilen davon enthalt. 

In einem weiteren Aspekt richtet sich die Erfindung auf Vorrichtungen, wie 
einem Stent, die das VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt enthalten, z.B. in 
Form von Nanopartikeln, Mikropartikeln, Mikro- und Nanospheren oder als 
15 injizierbare Losung. 

Das Verfahren zur Behandlung von Patienten, die z.B. einer 
Ballonkatheterbehandlung unterworfen werden, umfasst die lokale 
Verabreichung einer ausreichenden Menge an z.B. Expressionsvektor enthaltend 

20 eine Sequenz kodierend fur den VEGF-Rezeptor oder das Protein selbst in einer 
Art und Weise, die als Ergebnis eine regulierte Freisetzung eines Proteins 
ermoglicht, welches das VEGF hoch affin bindet und so eine OberschieSende 
Proliferation der Neointimazellen verhindert. Das Auftreten von VEGF im Blut 
des Patienten mit moglichen nachteiligen Folgen wird durch die gezielte, lokale 

25 Anwendung des Rezeptors an Stelle des Faktors vermieden. Die Menge an zu 
applizierendem VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt hangt von der Konstitution 
des Patienten, dem " Behandlungsausmass usw. ab und kann durch den 
Fachmann einfach bestimmt werden. 

30 Die Gabe erfolgt im Falle der Ballonkatheterbehandlung vorteilhaft wahrend 
dieser Behandlung lokal am Behandlungsort. Im Falle einer Ischamie, 
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Arteriosklerose, begleitender Behandlung bei Shunts oder fur die 
Neovaskularisation wird das VEGF-Rezeptorgen oder Genprodukt lokal in oder in 
die Nahe des Behandlungsortes appiiziert. 

5 Die Gabe kann zum Beispiel erfolgen, indem der Stent bei der 
Ballonkatheterbehandlung so prapariert wird, dass das VEGF-Rezeptorgen oder - 
genprodukt, z.B. in Form eines Expressionsvektors an das unmittelbar an den 
Stent angrenzende Gewebe abgegeben wird. Der wirksame Bestandteil kann 
also z.B. in Form von Mikrokapseln, Nanokapseln, Liposomen und reguliert 

10 freisetzenden Praparationen vorliegen; diese konnen z.B. in Form einer 
Beschichtung auf den Stent oder Teile davon aufgebracht sein. 

Dieses erlaubt einerseits im Falle der Verwendung von Expressionsvektoren mit 
einer fur den VEGF-Rezeptor kodierenden DNA Sequenz, dass eine Transfektion 
15 des umliegenden Gewebes mit einer sich ergebenden Expression des Rezeptors 
erfolgt. Vorteilhaft findet diese Transfektion transient statt, z.B. mit einer 
Expression der Zielsequenz uber 3 bis 4 Wochen. 

Andererseits kann auch rekombinanter Rezeptor in einer Form verabreicht 
20 werden, die eine kontrollierte Freisetzung uber einen langeren Zeitraum erlaubt. 
Diese Formulierung schlieSt Nano- und Mikrokapseln und -spheren ein. Diese 
Form kann z.B. ein rekombinanter Rezeptor bzw. Polypeptid sein, umfassend 
die Bindungsdomanen fur das VEGF in einer Art und Weise, dass es VEGF 
bindet. Gegebenenfalls kann das Rezeptorprotein an ein geeignetes 
25 Transportvehikel fur den beschleunigten oder verbesserten Transport in die 
Zielzellen des betroffenen Gewebes bzw. die Zellwande des Gefasses gekoppelt 
sein. Hierfur bieten sich im Stand der Technik bekannte Transportproteine oder 
-peptide an. 
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Der Expressionsvektor, der zur gegebenenfalls transienten Transfektion des 
lokalen Gewebes verwendet werden kann, kann ein fur die Verwendung in 
Saugetieren, wie den Menschen, iiblicherweise verwendeter sein. 

5 Die Applikation kann auch in Form von Losungen zur Injektion erfolgen, z.B. im 
Falle einer Ischamie. Dann wird das VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt mit 
entsprechenden weiteren pharmazeutisch annehmbaren Komponenten, wie 
Verdunner, Trager etc. formuliert und dem Patienten verabreicht. 

10 Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden Erkenntnis beruht zum einen 
auf dem Befund nach dem in den ersten Tagen nach einer experimentellen 
Ballonkatheterbehandlung der Agonist VEGF fruher und starker exprimiert wird 
als sein Rezeptor (Buchwald AB, Meyer T, Stevens J, et ai.; Vascular 
endothelial growth factor expression in reendothelialisation and 

15 neovascularisation in a coronary angioplasty model; 1997, Eur Heart J 18:154). 
Es ist also zu einem friihen Zeitpunkt bereits der Wachstumsfaktor VEGF 
(Agonist des VEGF-Rezeptors) vorhanden, wahrend der fur die 
Signalvermittlung erforderliche Rezeptor noch nicht gebildet wird. Bei der 
Transfektion nicht der DIMA des Wachstumsfaktors selbst, sondern der seines 

20 Rezeptors, der seine Wirkung als Protein in Zellwanden mit 7- 
transmembranosen Domanen entfaltet, ist keine entfernte biologische Wirkung 
auf bereits vorhanden (Tumor-) Zellen zu erwarten, weil eine Inkorporation eines 
Proteins aus dem Blut in vorhandene Zellwande mit anschliedend wirksamer 
Funktion nicht stattfindet, selbst wenn eine lokale Uberexpression an einer 

25 Stelle des GefaBsystems, wie einer Herzkranzarterie, zu einer messbaren 
Zirkulation von Rezeptor-Protein im Blut fuhren wiirde. 

Es wurde gezeigt, dass die lokale Uberexpression des Rezeptors zu einer 
verringerten proliferativen GefaBwandreaktion fuhrt. 

30 
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Damit wird jedoch nicht nur ein neuer Ansatz zur Vermeidung der Restenose 
nach Koronarangioplastie aufgezeigt, sondern gleichzeitig auch erstmals 
dargestellt, dass fur eine biologische Wirkung nicht das Vorhandensein bzw. die 
lokale Wirkkonzentration des Agonisten VEGF Geschwindigkeits-bestimmend 
5 ist, sondern dass hier dem Rezeptor die fur den Wirkungsbeginn entscheidende 
Bedeutung zukommt. 

Mit Hilfe der Beispiele wird gezeigt, dass die lokale Transfektion der DNA fur 
den VEGF-Rezeptor KDR/flk-1 mittels eines Ballon-Seitenloch-Katheters zur 

10 lokalen Behandlung zu einer ausgepragten Verstarkung der KDR/flk-1 mRNA- 
Expression um den Faktor 10 gegenuber Kontroll-transfizierten GefaBen fuhrt. 
Dies resultiert in einer signifikanten Verringerung der neointimalen Proliferation 
als der wesentlichen Determinante der Wiederverengung in Stents (In-Stent- 
Restenose). Dieser Effekt wurde beispielhaft mit einer einmaligen Gabe nackter 

15 DNA in einem CMV-Promotor zum Zeitpunkt der Angioplastie erreicht. 

Diese Ergebnisse sind der erste Beleg dafiir, dass nicht nur der Agonist VEGF, 
sondern auch sein Rezeptor KDR/flk-1 Geschwindigkeits-bestimmend fur den 
Prozess der letztlich Proliferations-begrenzenden Endothelregeneration ist. 
20 Erfindungsgemafc ist es moglich, die endogene VEGF-Expression nach einer 
Angioplastie ausreichend schnell eintreten zu lassen, um das Endothel schnell 
2U regenerieren und die Proliferation in der GefaBwand zu bremsen, wenn sein 
Rezeptor KDR/flk-1 zeitgerecht und ausreichend verfiigbar ist. 

25 Das erfindungsgemaB erreichte AusmaB der Proliferationshemmung ist 
vergleichbar mit dem, das durch Behandlung mit VEGF in friiheren Studien 
gefunden wurde. Dadurch wird ebenfalls belegt, dass dieser Rezeptor in diesem 
Modell Geschwindigkeitsbestimmend ist. Die Uberexpression des Rezeptors 
erfolgt nicht langer als in Kontroll- oder in nichttransfizierten GefaEen. Wie z.B. 

30 bei Verwendung nackter DNA zu erwarten, wird keine stabile Transfektion 
erreicht, die zu einer dauerhaften (Ober-) Expression des Rezeptors fuhrt. Dies 
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ist auch bei einigen Anwendungen gewollt, weil z.B. bei der 
' Ballonkatheterbehandlung der Prozess der Lumeneinengung nach der 
Regeneration des Endothels zum Stillstand kommt und eine weitere Wirkung 
unnotig ware. Bei anderen Anwendungen kann hingegen eine stabile 
Transfektion vorteilhaft sein. 

Dariiber hinaus kann VEGF, dass sowohl bei Gabe des Proteins wie auch nach 
lokaler Transfektion in die Blutzirkulation gelangt, unerwunschte Wirkungen im 
Korper hervorrufen, einschliefclich der potentiellen Gefahr einer Verstarkung des 
Gefafcwachstums in unerkannten Tumoren. ErfindungsgemaS wurde keine 
Expression der transfizierten DNA in einem anderen Organ gefunden als dem 
Zielorgan gefunden. Da aber der funktionierende KDR/flk-1-Rezeptor 7- 
transmembranose Domanen hat ist eine Wirkung dieses Proteins, selbst wenn 
es in die Blutzirkulation gelangt, nicht zu erwarten. Hierzu ware eine 
Inkorporation des Rezeptors aus dem Blut in Zellmembranen zu fordern, die 
bisher nicht bekannt ist. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung von VEGF-Rezeptorgen und -genprodukt 
kann eine gegebenenfalls lokale Transfektion der DNA fur den VEGF-Rezeptor 
KDR/fIk-1 bewirken, die einen neuen Ansatz zur Gen-Therapie der Restenose 
zeigt. Weiterhin ist erfindungsgemaS auch eine Behandlung schwerer 
ateriosklerotischer Veranderungen mit ge- bzw. zerstortem Endothel moglich, 
etwa zur Vermeidung der Plaqueruptur mit nachfolgender intravasaler 
Thrombose und Herzinfarkt. 

Weiterhin ist erfindungsgemafc die Verwendung bei der Prevention und der 
Behandlung von Ischamie moglich. 

Die erfindungsgemafce Vorrichtung, wie der Stent, enthaltend das VEGF- 
Rezeptorgen Oder -genprodukt, kann ein herkommlicher Stent sein, der 
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entsprechend mit dem VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt in einer ublichen 
Formulierung prapariert ist. 



Im Folgenden wird unter Bezugnahme auf Beispiele die Erfindung naher 
5 erlautert. Dem Fachmann ist aber klar, dass diese Beispiele verandert werden 
konnen, urn die vorliegende Erfindung zu erzielen. Die Beispiele dienen vielmehr 
zum besseren Verstandnis der Erfindung. 



Beispiele: 

10 

Beispiel 1 



Als tierexperimentelles Modell (Buchwald AB, Unterberg C, Nebendahl K, Grone 
HJ, Wiegand V; Low-molecular weight heparin reduces neointimal proliferation 

15 after coronary stent-implantation in hypercholesterolemic minipigs; Circulation 
1992, 86: 53 1-537; Unterberg C, Sandrock D, Nebendahl K, Buchwald AB; 
Reduced acute thrombus formation results in decreased neointimal proliferation 
after coronary angioplasty; J Am Coll Cardiol 1995,26:1747-1754) wurden 
Minischweine (Versuchstiergut Relliehausen) verwendet. Die Tiere wurden mit 

20 Azaperon sediert und anschlieSend mit Halothan narkotisiert, oral intubiert und 
beatmet. Die Narkose wurde mit Fentanyl/Dipidolor aufrechterhalten. Nach 
Freilegung einer Arteria carotis wurde ein 7 fr Fuhrungskatheter unter 
Bildwandlerkontrolle in die Aorta ascendens vorgeschoben und die 
Herzkranzarterien dargestellt. Dann erfolgte in 2 GefaSen eine 

25 Ballonkatheterdehnung mit Stent-lmplantation. Unmittelbar anschliefcend wurde 
ein lnfiltrator™-Katheter an beide behandelten Stellen vorgeschoben. Beim 
Aufblasen des Ballons dieses Katheters werden 2 Reihen mit je 5 Offnungen an 
die GefalSwand gepresst, durch die DNA (je 0,2 mg, entweder KDR/flk 1 oder 
LacZDNA, siehe unten) in einem Volumen von 0,4 ml injiziert wurde. 

30 Diejenigen, die die Versuche durchfuhrten, wussten nicht, welches GefalS mit 
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der KDR/flk-1-DNA behandelt wurden. Danach wurde der Ballon abgelassen, die 
Katheter entfernt, die Halswunde vernaht und die Narkose beendet. 



Von 22 Tieren in dieser Untersuchung verstarben 3 nach irreversiblem 
5 Kammerflimmern als Folge von Koronarspasmen und nachfolgender 
Myokardischamie nach der initialen Angioplastie vor der DNA-lnjektion. Diese 
Tiere wurden in der folgenden Auswertung nicht berucksichtigt. Alle anderen 
Tiere iiberlebten komplikationsfrei bis zum geplanten Versuchende. 

10 Die Tiere wurden in ihren Stallen fur die Dauer der geplanten 
Nachbeobachtungszeit gehalten. Diese betrug 2, 4, 7 oder 28 Tage. 
Anschlieliend wurden den Tieren nach Eroffnung des Brustkorbs in tiefer, 
irreversibler Narkose das Herz entnommen. Nach Perfusionsfixierung in 
Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung bei 100 mmHg wurden die Herzen mit 

15 4%igem Formaldehyd (1000 ml) perfusionsfixiert. Die behandelten GefalSseg- 
mente wurden entnommen und in Methylmetacrylat eingebettet. 3-5 Schnitte 
(0,4 fjvn) wurden nach Elastica-van-Giesson-Farbung morphometrisch unter 
Verwendung einer digitalen Mikroskop-Kamera und dem Programm ImagePro™ 
(Version 2.0, Media Cybernetics, Silver Spring, USA) analysiert. Die Flachen 

20 von Lumen, neugebildeter Intima and Dicke dieser Neo-lntima Gber jedem 
Stentdraht-Anschnitt wurden vermessen. Die Eindringtiefe bzw. der 
Verletzungsgrad durch den Stent wurde fur jeden Schnitt semi-quantitativ auf 
einer Skala von 1 (oberflachlich) bis 4 (Draht in der Adventitia) bestimmt, wie 
von Schwartz et al; beschrieben (Schwartz RS, Huber KC, Murphy JG, et al.; 

25 Restenosis and the proportional neointimal response to coronary artery injury: 
Results in a porcine model; J Am Coll Cardiol 1992, 1 9: 267-274). Dem 
Auswerter war die Art der Behandlung der Segmente nicht bekannt. 
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Proliferation der GefaSwand nach Angioplastie 

Der Verletzungsgrad in KDR/flk-1 und in LacZ-transfizierten Kontrollen war mit 
2.08 ± 0.11 bzw.2.10 ± 0.12 vergleichbar. In KDR/flk-1 transfizierten 
5 GefaSen war die minimale Lumenflache grolSer und die Neointimaflache (Abb. 
4),ebenso wie die maximale Neointima-Dicke(Abb. 4), waren kleiner als in LacZ- 
behandelten GefaBen. Diese Unterschiede, die einen mittleren Lumengewinn urn 
die Halfte der Werte in den LacZ-behandelten GefaSen bzw. eine Verringerung 
der Neointimaflache um die Halfte ausmachten, waren signifikant. 

10 

Fur die Durchfuhrung der in-situ-Hybridisierung zur Detektion der mRNA wurde 
von den GefalSsegmenten vor Methylmetacrylateinbettung ein 3 mm langes 
Stuck abgetrennt, daraus die Stentdrahte entfernt und dies in Paraffin 
eingebettet. 

15 

Verwendete DNA: Ein eukaryontischer Expressionsvektor, der den 
CytomegalieVirus-Promotor pcDNA3.1 (Invitrogen, Groningen, Niederlande)und 
die linearisierte cDNA fur humanen VEGF-Rezeptor KDR/flk-1 enthielt 
(Waltenberger J, Claesson-Welsh L, Siegbahn A, Shibuya M, Heldin CH; 
20 Different signal transduction properties of KDR and Fit 1, two receptors for 
vascular endothelial growth factor; Biol Chem 1994, 269:26988-26995), 
wurde verwendet. • Das Plasmid pcDNA 3 LacZ (Invitrogen, Groningen, 
Niederlande), das eine an den Promotor gekoppelte "nuclear targeted" (S- 
Galaktosidase Sequenz enthielt, wurde fur Kontrolltransfektionen verwendet. 

25 

Zur Prufung einer erfolgreichen Transfektion und zum Ausschluss der 
Expression der transfizierten DNA in anderen Organen wurden Proben aus 
Leber, Milz, Nieren and Lunge auf das Vorhandensein der mRNA des CMV- 
Promotors untersucht. Zur Bestatigung einer erfolgreichen Tansfektion wurde 
30 eine in-situ-Hybridisierung unter Verwendung von Primern fur das CMV- 
Promotor-Gen durchgefuhrt. 
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Unter RNAse-freien Bedingungen wurden Gewebsschnitte entparaffiniert und 
mit Paraformaldehyd fixiert, mit Protein Kinase K (Sigma, Munchen) angedaut, 
erneut dehydriert und dann ein Hybridisierungs-Mix mit einer Digoxigenin- 
markierten CMV-Promotor Sonde zugegeben. Diese Sonde wurde mit dem PCR 
5 DG probe synthesis Kit (Roche, Mannheim) und folgenden Primern hergestellt: 
5'GCT GAC CGC CCA ACG AC3' und TAC ACG CCT ACC GCC CAT TT3'; 
es resultiert eine Sonde mit 448 Basenpaaren. Ein Anti-Digoxigenin-Antikorper 
wurde zugegeben mit dem NBT/BCIP Farbe-Kit angefarbt (DAKO, Hamburg). 

10 Ausschliefclich in den transfizierten GefaSen wurde die mRNA nachgewiesen, 
alle anderen untersuchten Organproben waren negativ (Abb.1). Hierzu wurden 
Experimente mit 2 Tagen (n = 2), 4 Tagen (n = 4)und 7 Tagen (n = 3) sowie mit 
4 wochiger Nachbeobachtungsperiode (n= 10) analysiert. 

15 Expression von KDR/flk-1 

Zur Bestatigung einer erfolgreichen Transfektion wurde eine in-situ- 
Hybridisierung unter Verwendung yon Primern fur das CMV-Promotor-Gen 
durchgefuhrt. Das CMV-Promotor-Gen wurde ausgewahlt, da die in-situ- 

20 Hybridisierung fur KDR/flk-1 sowohl in transfizierten wie auch in Kontroll- 
dilatierten Tieren aufgrund der endogenen Expression diese Rezeptors positiv 
ist. Eine Differenzierung zwischen der mRNA nach Transfektion der (humanen) 
DNA and der endogenen(porcinen) mRNA war nicht moglich, da die komplette 
Sequenz der porcinen DNA nicht bekannt war, auch aufgrund der hohen 

25 Homologie zwischen beiden Spezies spezifische Primer nicht synthetisiert 
werden konnten. 

In-situ-Hybridisierung 

30 Unter RNAse-freien Bedingungen wurden GefaBschnitte entparaffiniert und mit 
Paraformaldehyd fixiert, mit Protein Kinase K (Sigma, Munchen)angedaut, 
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erneut dehydriert und dann ein Hybridisierungs-Mix mit einer Digoxigenin- 
markierten KDR/flk-1 Sonde zugegeben. Diese Sonde wurde mit dem PCR DG 
probe synthesis Kit (Roche, Mannheim) und folgenden Primern hergestellt: 
5' GAA CTT GGA TAC TCT TTG G 3'und 
5 5' CTG CGG ATA GTG AGG TTC 3'; 

Es wurde eine Sonde mit 365 Basenpaaren erhalten. Ein Anti-Digoxigenin- 
Antikorper wurde zugegeben und mit dem NBT/BCIP Farbe-Kit angefarbt 
(DAKO, Hamburg). 

10 Bei einer semi-quantitativen Analyse der mRNA Expression in den 
Herzkranzarterien ist die mRNA fur KDR/flk-1 nach 4 Tagen in transfizierten 
GefaBen nachweisbar durch in-situ-Hybridisierung. Die Expression zeigte ein 
Maximum nach 7 Tagen, nach 4 Wochen ist keine mRNA mehr nachweisbar. 
Im Unterschied dazu zeigt sich in LacZ transfizierten GefaBen ein positiver 

15 Nachweis in deutlich geringerem AusmaB. Abbildung 2 zeigt einen typischen 
Befund nach 7 Tagen in transfizierten GefaBen. Hierbei ist eine Anfarbung 
besonders in periluminalen Zellschichten zu sehen, sie ist in KDR/flk-1 - 
transfizierten GefaBen allerdings erheblich intensiver. Der Zeitverlauf der 
KDR/flk-1 mRNA Expression in beiden Behandlungsgruppen ist in Abb. 2 

20 dargestellt. 

Die dargestellten Ergebnisse sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) 
oder Standardabweichung der Mittelwerte(SEM) (jeweils wie angemessen) 
angegeben. Neointima-Dicke, Neointima- und Lumenflache nach KDR- 
25 Transfektion wurden mit LacZ-Kontrollen mittels des Wilcoxon signed Rank- 
Test fur abhangige Variablen verglichen. 
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Patentanspruche 

1. Verwendung eines VEGF-Rezeptorgens oder -genprodukts zur Herstellung 
einer Zubereitung zur Vorbeugung und Behandlung von mit uberschieRender 
Neointimaproliferation einhergehenden Zustanden und Krankheiten, 
insbesondere von Arteriosklerose und Ischamie, zur Forderung einer 
Neovaskularisation und zur unterstutzenden Therapie bei Shunts, zur lokalen 
Behandlung von Schadigungsgebieten des Gefa&endothels, insbesondere 
vor, wahrend oder nach Angioplastie, sowie zur Restenose-Prophylaxe. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zubereitung als VEGF-Rezeptorgen eine fur KDR kodierende Sequenz enthalt 
und/oder als Genprodukt KDR (kinase insert domain-containing receptor). 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Gen/die Sequenz in einem Expressionsvektor, vorzugsweise in funktioneller 
Zuordnung zu einem Promotor, enthalten ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Genprodukt in Zuordnung zu einer Transport-Einheit, insbesondere in 
Verbindung mit einem Transportprotein, vorliegt. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zubereitung zusatzlich Mittel zur Modulation der Synthese, 
Expression und/oder Stabilitat einer fiir einen VEGF-Rezeptor kodierenden 
mRNA enthalt. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zubereitung weitere pharmazeutisch vertragliche Zusatz- und 
Hilfsstoffe und/oder weitere pharmazeutische Wirkstoffe enthalt. 
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7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 65, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zubereitung innerhaib einer Vorrichtung zu ihrer Zufuhrung Oder 
auf, an oder in einem Implantat, insbesondere einem Stent, vorgehalten 
wird. 

8. Verwendung eines VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukts zur Vorbeugung 
und Behandlung von mit OberschieBender Neointimaproliferation 
einhergehenden Zustanden und Krankheiten, insbesondere von 
Arteriosklerose und Ischamie, zur Forderung von Neovaskularisation und zur 
unterstutzenden Therapie bei Shunts, zur lokalen Behandlung von 
Schadigungsgebieten des GefaSendothels, insbesondere vor, wahrend oder 
nach Angioplastie, sowie zur Restenose-Prophylaxe. 

9. Verwendung von VEGF-Rezeptorgen oder -genprodukt gemafc Anspruch 8 
zur Therapie in der Ballonkatheter-gestiitzen ,Erweiterung bei verengten 
HerzkranzgefaSen. 

10. Verwendung gemaB Anspruch 8 oder 9 wobei ein VEGF-Rezeptorgen in 
einem Expressionsvektor verwendet wird. 

11. Verwendung gemalS Anspruch 10, wobei eine transiente Expression des 
VEGF-Rezeptors induziert wird. 

12. Verwendung gemaB einem der vorherigen Anspruche, wobei das VEGF- 
Rezeptorgen oder -genprodukt in eingekapselter Form von Nanopartikeln, 
Mikropartikeln, Mikrospheren, kontrollierten Freisetzungssystem oder einer 
Losung vorliegt. 

13. Verwendung gemafc einem der vorherigen Anspruche, wobei das VEGF 
Rezeptor Gen oder Genprodukt in oder auf einem Stent impragniert ist oder 
in einem Infiltrations- oder Seitenloch-Ballonkatheter vorgehalten wird. 
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1 4. Vorrichtung zum Einsatz innerhalb von BlutgefaBen insbesondere Stent Oder 
Katheter, enthaltend eine wirksame Menge eines VEGF-Rezeptorgens oder 
einen VEGF-Rezeptor oder funktionelle Teile davon mit gleicher biologischer 
Wirkung. 
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CMV-Promotor - Nachweis 



8 7 6 5 4 3.21 



BP = Basenpaare 
Produktlange 449 Basenpaare 

1 = DNA - Leiter 

2 = RCA KDR-transfiziert 

3 = RCA KDR-transfiziert 

4 = Kontroll-Angioplastie 

5 = Leber 

6 = Lunge 

7 = Niere 

8 = Milz 

9 = pos. Kontrolle 

10 = neg. Kontrolle 




Abb. 1 
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